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La pr6sente invention a pour objet un nouveau milieu de culture de 
keratinocytes, un proc6d6 de culture de keratinocytes et F utilisation de ce procede 
pour la propagation de virus vivants att^nues. Les virus vivants att£nu6s obtenus par 
cette m6thode et les vaccins les comprenant constituent un autre objet de P invention. 

5 Un certain nombre de virus pathog&ies ne peuvent se rdpliquer de 

fa9on complete que dans les keratinocytes, car des proteines keratinocytaires 
specifiques sont indispensables a leur replication. 

C'est le cas par exemple du MDV (Marek' s disease virus ou virus 
herpes responsable de la maladie de Mareck aviaire), du FPV (Fowl pox virus ou virus 

10 pox responsable de la variole aviaire) et de certains types de HPV (pour Human. 
Papilloma Virus qui est le papillomavirus associe au cancer humain du col de 
Futdrus). 

Les cellules utilisees actuellement pour la propagation du virus du 
MDV sont en general des fibroblastes. Les fibroblastes de poulet en culture utilises 

15 pour la production de vaccins contre le MDV n'assurent pas la production de 
particules viral es libres : F infection est semi-productive. Des tentatives ont ete menees 
pour tenter d'&ablir des lign6es continues capables d'infection productive, mais sans 
succes (Abujoub et Virology, 214, 541-549, 1995). En raison du caractere 
incomplet de la replication virale dans les fibroblastes, les vaccins cellulaires doivent 

20 . imp6rativement etre utilises sous forme congetee dans F azote liquide. Comme le virus 
produit par les fibroblastes est depourvu d'une enveloppe complete, il n'est ni 
cytolytique, ni infectieux. 

Dans le cas de la maladie de Marek, Finfection de Panimal se fait 
par voie respiratoire. Peu apr£s la contamination, une infection cytolytique des 

25 lymphocytes B se developpe, dont la consequence est une viremie cellulaire qui 
aboutit a Finfection latente de nombreux tissus. Parmi les types cellulaires infect^s, on 
trouve les lymphocytes T qui vont ensuite se transformer et produire des lymphomes 
mortels, Le virus est egalement transport^ vers F6piderme au niveau des follicules des 
plumes qui represented le seul site de production de virus ayant une enveloppe 

30 complete. Le virus est present a des titres tres 61eves dans les cellules cornifiees 
(squames) de la partie superficielle de Fepiderrae, en particulier au niveau des 
follicules des plumes. Ces cellules desquament et infectent les autres animaux par 
inhalation des squames (Calnek et al, J. Natl. Cancer Inst., 45, 341-351, 1970; 
Calnek et a/., Avian Dis., 14, 219-233, 1970 ; Carrozza et ah, Avian Dis. 17, 767-781, 

35 1973). De nombreux vaccins ont ete d£velopp6s, car la maladie de Marek est une 
maladie pr^sente dans le monde entier, responsable de lourdes pertes dans les 61evages 
atteints. Ces vaccins sont constitu^s d'une suspension de fibroblastes de poulets 
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infectds en culture par des souches att^nu6es de virus de la maladie de Marek. Les 
vaccins sont prepares par congelation dans 1' azote liquide des cellules vivantes dans 
du milieu de culture contenant des cryoprotecteurs. La vaccination se fait soit par 
injection in ovo, soit par injection sous-cutan^e, un jour apres la naissance. La 
5 vaccination protege contre le syndrome lympho-prolifSratif, mais pas contre 
Pinfection des keratinocytes. Ceci explique la persistance et la transmission continues 
du virus. Les mutations rapides du virus dues k sa persistance entrainent 1'apparition 
de formes de plus en plus virulentes r6sistantes aux vaccins existants. 

Les virus humains du papillome sont de petits virus k ADN dont le 
10 cycle biologique est associe a la differentiation terminale des keratinocytes des 
epithelium stratifies squameux. Les genes r£gulateurs et non structuraux sont 
exprim^s dans la couche basale des epithelium stratifies, mais la replication de 1' ADN, 
la synthese des proteines de structure et l'assemblage de la capside se font dans les 
couches superficielles, autrement dit dans les keratinocytes engages dans leur 
15 processus de differentiation terminale. Les sous types HPV 16 et 18 sont retrouves 
dans plus de 90% des cancers du col de l'uterus et Ton admet qu'ils soient impliques 
dans les causes de ce cancer (zur Hausen, H., J. Natl. Cancer Inst., 92, 690-698, 2000). 
Le cancer du col de l'uterus represente un probleme de sante publique majeur, ce qui a 
conduit k d'importants travaux visant au developpement de vaccins prophylactiques 
20 (Plummer et al y Virus Res., 89, 285-293, 2002). Toutefois, le developpement de ces 
vaccins a ete ralenti par 1'absence de methode de culture cellulaire assurant la 
replication efficace et la production de virions. 

II subsiste done le besoin d'un procede permettant d'assurer la 
replication complete de certains virus pathogenes, notamment les virus k ADN 
25 enveloppes, tels que par exemple le MDV, le HPV et le FPV. 

Sachant que des proteines k6ratinocytaires specifiques sont 
indispensables k la replication virale, des tentatives ont ete entreprises pour cultiver 
des keratinocytes dans le but d'assurer la production de virus attends complets : 

Si les keratinocytes humains peuvent etre cultives (Rheinwald et aL, 
30 Cell, 6, 331-343, 1975), leur etat de differentiation en culture est incomplet, et ils 
n'assurent pas la production d'HPV infectieux (Meyers et al> J.Virol., XL 7381- 
7386,1997). 

II apparait done que toutes les cultures de keratinocytes ne 
permettent pas d'offrir des conditions permettant d'assurer une replication virale 
35 complete, notamment les virus k ADN enveloppes. 

D'autre part, si pratiquement tous les types cellulaires humains et 
animaux peuvent 6tre cultives avec sucefcs en presence de serum bovin (on peut par 
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exemple se reporter k Dorange et al y J.Virol., 76, 1959-1970, 2002), les keratinocytes 
de poulet ne se multiplient pas dans ces conditions. 

L'objectif de la prdsente invention etait de mettre au point des 
conditions permettant de cultiver des keratinocytes, notamment des keratinocytes 
5 aviares et plus particuliSrement des keratinocytes de poulet, de telle sorte que ces 
cellules conservent P ensemble des proprietes de differentiation qu'elles possfcdent in 
vivo. 

Le cycle de replication des virus qui infectent des cellules hautement 
differenciees (hepatocytes, enterocytes, cellules neuronales ou keratinocytes) etant 

10 generalement lie au programme de differentiation de sa cellule hote (Calnek et a/., J.. 
Natl. Cancer Inst, 45, 341-351, 1970 ; Calnek et al, Avian Dis., 14, 219-233, 1970 ; 
Schmitt et ah, J. Virol., 70, 1912-1922, 1996), on peut attendre de cultures de 
keratinocytes totalement differenciees qu'elles permettent de produire une replication 
virale complete et done des virions depourvus de cellules. 

15 L'invention a pour objet un milieu de culture de cellules 

epidermiques, notamment de cellules epidermiques de volailles, comprenant : 

(i) du serum de poulet, 

et w... 

(ii) un support de culture comprenant des fibroblastes inactivees par 
20 un traitement antimitotique. 

En outre, le milieu de culture de P invention comprend de fa9on 
connue un ou plusieurs additifs qui peuvent etre seiectionnes parmi les sels 
inorganiques, les vitamines, les hormones et les facteurs de croissance ou tout autre 
additif habituellement utilise dans les. milieux de culture de cellules. Parmi les additifs 

25 utilisables dans le milieu de culture de Pinvention, on peut citer en particulier : les sels 
inorganiques, les acides amines, les vitamines, les acides gras, le glucose, un tampon, 
du rouge de phenol, de PEGF (epidermal growth factor ou facteur de croissance 
epidermique), du T3, de Fludrocortisone, de Pinsuline, de la toxine choierique, de la 
transferrine, de F adenine. . . 

30 Les fibroblastes utilisees comme support de culture sont 

avantageusement des cellules 3T3, et de fa9on encore plus avantageuse le sous clone 
3T3-J2. L/origine de la lignee 3T3 est decrite dans Todaro, G., J. et aL y J.Cell Biol., 
17, 299-313, 1963. La lignee cellulaire 3T3 est enregistree dans la collection ATCC 
sous le numero CCL92. Les cellules 3T3 sont avantageusement utilisees dans 

35 V invention en une monocouche de cellules qui sont inactivees par un traitement 
antimitotique. Tout traitement connu pour son effet antimitotique peut §tre utilise. Ce 



traitement peut consister en un traitement par un antibiotique tel que la mitomycine C 
ou une irradiation letale aux rayons gamma. 

Dans le milieu de culture de Finvention, le serum de poulet est 
avantageusement present en une proportion en poids par rapport au poids total du 
5 milieu de culture allant de 0,5 a 50%, et pr6f6rentiellement de 1 a 40%, 
avantageusement de 2 k 30%. 

Avantageusement, le milieu de croissance pour la culture cellulaire, 
contient au moins un et de fa<?on avantageuse plusieurs des additifs suivants : de la 
toxine cholerique, de la transferrine, de F adenine, de 1' EGF, des hormones telles que 
10 T3, de ^hydrocortisone, de Finsuline bovine. 

La pr6sente invention se rapporte egalement a un procede de culture 
de keratinocytes, et plus particulierement de keratinocytes aviaires, ledit procede 
comprenant les etapes consistant a : 

(i) preparer une suspension de cellules epidermiques ou 
15 keratinocytes; 

(ii) inoculer lesdites cellules sur un support cellulaire constitue 
de cellules 3T3 dans un milieu de culture comprenant du 
serum de poulet tel que dScrit ci-dessus ; 

(iii) incuber lesdites cellules Epidermiques sur leur support 
20 cellulaire. 

La suspension de cellules 6pidermiques, ou keratinocytes, peut etre 
obtenue de fa9on connue par digestion enzymatique d'un epiderme. Une telle 
digestion peut etre effectu6e par traitement par une enzyme proteolytique comme par 
exemple par traitement par la trypsine, par la dispase, par la thermolysine. On peut 

25 Egalement envisager de traiter Tepiderme par un traitement chimique comme par 
exemple un traitement a l'EDTA (ethylene diamine tetraacetate). 

Les conditions d' incubation sont celles habituellement appliqu6es a 
une culture de cellules, c'est-i-dire une temperature d'environ 37°C sous 5 a 10% de 
C02 et 100% d'humidite. 

30 Apres incubation, lorsque la densite cellulaire est suffisante, les 

cellules obtenues dans ces conditions peuvent etre transferees sur un nouveau support 
cellulaire et k nouveau mises en culture dans les conditions decrites ci-dessus. 
Lorsqu'a Tissue de Fetape (iii) les cellules issues de la culture sont recuperees, on 
leur applique un nouveau cycle de culture suivant les etapes (ii) et (iii) du procede de 

35 Finvention. On peut pr6voir jusqu'i 30 cycles de multiplication cellulaire successifs 
suivant le procede decrit ci-dessus. Le temps de doublement de la population 
cellulaire est d'environ 12 a 16 heures lors des dix premiers cycles de multiplication 



cellulaire, puis il augmente progressivement lors des cycles suivants. Par exemple, en 
partant de 10 6 cellules inocul6es au depart, on peut obtenir environ 10 12 cellules, soit 
un facteur d'expansion d' environ 10 6 . 

Les cellules obtenues apres 1 ou plusieurs cycles de culture peuvent 
5 6galement etre conserves sous forme congelee en vue de leur utilisation ulterieure. 
Les cultures cellulaires comprenant un support de cellules 3T3, un milieu de culture 
comprenant du serum de poulet et des keratinocytes constituent un autre objet de 
P invention. 

De fa9on surprenante, il a pu etre demontr6 que le proc^de de culture 

10 de F invention permet de conserver aux keratinocytes issus de cette culture toutes leurs. 
caracteristiques de differentiation : 

L'epiderme aviaire est un Epithelium stratifie squameux riche en 
lipides et en filaments d 5 alpha et de beta kdratine. Les cellules de la couche inferieure 
reposent sur une membrane basale formde de proteines dont certaines, comme la 

15 laminine 5, sont des produits sp6cifiques des keratinocytes. La couche basale contient 
les cellules souches keratinocytaires qui synthetisent des marqueurs sp^cifiques: p63. 
La cohesion de Fepiderme est assume par des liaisons inter-keratinocytaires comme 
les desmosomes et les jonctions communicantes contenant respectivement les 
proteines plakoglobine et connexine 31. Dans les couches superflcielles de Fepiderme, 

20 les keratinocytes subissent un processus de differenciation terminale au cours de 
laquelle elles synthetisent 14-3-3 sigma et forment une enveloppe cornee qui reste 
insoluble apr£s Ebullition dans les detergents et les agents reducteurs. Cette enveloppe 
contient des proteines spEcifiques comme la pEriplakine. 

Par le precede de culture de Finvention les keratinocytes de poulet 

25 en culture synthetisent des lipides dont la composition est voisine de celle de 
F£pidenne aviaire, des filaments d'alpha et de beta keratine, des desmosomes, les 
proteines p63, 14-3-3 sigma, plakoglobine, connexine 31 et periplakine. Enfin les 
keratinocytes de poulet forment en culture des colonies stratifiees dans les couches 
superflcielles desquelles les cellules synthetisent une enveloppe cornee insoluble dans 

30 les detergents et les agents reducteurs. Par consequent, dans le systeme de culture 
selon Finvention, les keratinocytes maintiennent Fensemble des proprietes qu'ils 
possedent in vivo. 

La possibilite d'obtenir des cultures de keratinocytes dont les 
proprietes de differentiation sont conservees permet d'envisager de propager des virus 
35 dans des conditions de replication virale completes. Dans le cas du MDV par exemple, 
les keratinocytes de poulet constituent le seul type cellulaire qui peut assurer une 
replication complete du virus et la production de virions entoures d'une enveloppe 



entiere. Du fait des propri6t6s cytolytiques de ce virus, celui-ci est Iib6r6 k Texterieur 
de la cellule infectee (Biggs, P.M., Marek's disease, ed. Springer-Verlag, 1-24, 2001) 
et il peut done €tre facilement extrait du milieu de culture. De plus, ces cellules 
produisent des quantites de virus tres importantes, ce qui facilite la production a 
grande echelle de ces virus. 

Par consequent, P invention a encore pour objet un procede de 
propagation d'un virus in vitro, ce procede etant caracteris6 en ce qu'il comprend les 
etapes consistant a : 

(i) infecter des k6ratinocytes avec la souche du virus ; 

(ii) mettre en culture les k&atinocytes infectes selon le procede de 
culture pr6c£demment ddcrit ; 

(iii) extraire les virions produits a retape (ii). 

Le procede de 1'invention permet la preparation de particules virales 
acellulaires qui peuvent etre lyophilisees aprfes extraction et done permettre leur 
conservation et leur stockage dans des conditions plus favorables que les suspensions 
de cellules infectees de Tart anterieur. Le virus attenue par plusieurs cycles de culture 
est neanmoins produit sous forme de virions complets. Cette caracteristique nouvelle 
permet d'envisager de preparer des vaccins plus efRcaces, apportant une meilleure 
immunisation que ceux de Tart anterieur. De preference on met en oeuvre le procede 
de propagation de virus en effectuant de 10 a 400 cycles de culture, avantageusement 
de 40 a 100 cycles de culture. Les virions a ADN envelopp^s vivants attenu6s issus du 
procede decrit ci-dessus constituent un autre objet de T invention. 

L'invention a encore pour objet un procede de preparation d'un 
vaccin, ce precede etant caract6ris6 en ce qu'il comporte les Stapes consistant k 
propager le virus suivant la methode ddcrite ci-dessus, puis a introduire le virion dans 
un support pharmaceutiquement acceptable, en particulier un support de vaccin. On 
pr6voit avantageusement que le virion soit lyophilisd et stocks avant d'etre introduit 
dans le support pharmaceutiquement acceptable. Notamment le vaccin peut etre 
transports k temperature ambiante. Le support de vaccin peut contenir de fa$on 
connue les adjuvants de vaccins habituellement employes. 

Le procede de l'invention s'applique plus particulierement k la 
production de vaccins k partir de virus k ADN enveloppe pour lesquels on ne savait 
pas a ce jour produire de vaccins acellulaires. Parmi les virus k ADN enveloppe, on 
peut citer en particulier les virus MDV, FPV et HPV. 

La presente invention a done egalement pour objet un vaccin attenue 
vivant comprenant un virion obtenu k partir d'un virus k ADN enveloppe. De fafon 
classique, un tel vaccin comprend un support de vaccin sous forme d'une solution 
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aqueuse comprenant de preference un ou plusieurs adjuvants de vaccin. Un tel vaccin 
est generalement commercialism sous forme d'un kit de vaccination, comprenant d*une 
part le virion lyophilise, d'autre part le support de vaccination, chacun etant 
conditionne dans un compartiment s^pare, les deux composants etant melanges de 
5 fa9on extemporanee en vue de leur administration par voie orale ou par injection, ou 
par voie in ovo. 

On peut egalement prevoir que les vaccins de Tinvention soient 
administrates par voie respiratoire, dans ce cas ils sont prepares sous forme de 
solution aqueuse ou d'adrosol. 

1 0 La possibilite de cultiver des keratinocytes permet de developper des 

souches de virus att&iuees capables de replication dans les keratinocytes. Dans le cas 
du virus MDV, responsable de la maladie de Marek, apres administration de ce vaccin 
& des volailles d'un elevage, ces- virions seraient presents dans les squames et done 
susceptibles d'infecter et de proteger 1'ensemble d'un eievage. L'invention a en outre 

15 pour objet l'utilisation d'un virion attenu<§ pour la preparation d'un medicament 
destine a la prevention ou au traitement de la maladie de Marek. 

Le precede de culture de keratinocytes de Pinvention trouve d'autres 
applications dans le domaine de la recherche : 

La culture de keratinocytes doit permettre d'identifier le mecanisme 

20 de penetration d'un virus dans ce type cellulaire et en particulier d'identifier les 
proteines de 1'enveloppe virale n^cessaires a cette penetration. Ces proteines pourront 
ensuite etre utilisees sous forme recombinante pour Fimmunisation des animaux. 
Dans le cas de la maladie de Marek, la sequence nucleotidique complete du virus 
responsable de cette maladie est cortnue. La selection de virus mutants incapables 

25 d'infecter les keratinocytes permettra de trouver les mutations correspondantes et done 
les proteines responsables de la penetration dans les keratinocytes. 

La presente invention va etre davantage decrite et illustree dans la 
suite par des exemples, qui sont foumis seuJement a titre d'illustration de l'invention 
et ne devraient pas etre consider comme limitant celle-ci : 

30 - la figure 1 represente des photographies en microscope de phase 

qui illustrent la croissance des cellules 6pidermiques de poulet et humaines : (A) 10 5 
cellules epidermiques de poulet lors de leur 3*™ passage sont mises en culture dans un 
milieu contenant 10% de serum de poulet ; (B) la m€me culture que dans (A) prise 
avec un grossissement superieur ; (C) 7,8x1 0 5 keratinocytes humains (YF23) sont mis 

35 en culture dans un milieu contenant 10% de serum de veau foetal ; (D) les 
keratinocytes humains (YF23) sont mis en culture dans un milieu contenant 1 0% de 
serum de poulet ; chaque barre d'echelle correspond a 50 pm ; 



- la figure 2 illustre P accumulation de lipides cytoplasmiques par les 
keratinocytes en culture apres marquage par du Oil Red-O et coloration par le rdactif 
de Hoechst 33258 ; (A) Microscopie en phase avec un filtre jaune ; (B) Photographie 
du meme champ pris a la fois en contraste de phase et en fluorescence et imprimee en 

5 noir et blanc ; les fleches montrent les noyaux colorSs par le r^actif de Hoechst 33258 
(blanc) ; Pechelle correspond a 25 jam ; 

- la figure 3 illustre Peffet du serum de poulet sur la multiplication 
des keratinocytes de poulet ; 5x1 0 4 cellules sont mises en culture dans un melange de 
serum de poulet (ChS) et de serum de veau foetal (FCS), puis elles sont fixees et 

10 colorees par la rhodamine B ; Dans un cas le pourcentage de FCS dans le milieu de 
culture est fixe a 10% et le pourcentage de ChS est variable. Dans P autre cas, le 
pourcentage de ChS dans le milieu de culture est fixe a 1 0% et le pourcentage de FCS 
est variable. 

- la figure 4 illustre le fait que la deiipidation du serum de poulet 
1 5 n'affecte pas la multiplication des keratinocytes de poulet ; des keratinocytes de 

poulet, avec une densite de 3,500 cellules/cm 2 , sont inocul6s et mis en culture dans 
10% de serum de poulet pendant 7 jours ; dans quelques boites, le supplement en 
serum est remplac6, soit par du serum de veau foetal (FCS), soit par du serum de 
poulet delipide (Delip.ChS), alors que les cellules des autres boites sont maintenues 
20 dans du serum de poulet non-traite (Unt. ChS) ; Dl : l cr jour, D7 : 7* mc jour, D15 : 
15 i6me jour, D20 : 20* mc jour ; (A) les cultures sont fixees 15 jours apres Pinoculation 
et colorees par la rhodamine B ; les fleches indiquent des petites gouttelettes observes 
dans du serum delipide ; 

- la figure 5 illustre la mise en evidence des keratines dans les 
25 keratinocytes de poulet en culture ; (A) les cellules sont marquees par un anticorps 

anti-pankeratine ; la fleche indique une cellule 3T3, qui est multi-nucieee et n'est pas 
marque par Panticorps ; 1'echelle correspond a 25 |Lim ; (B) immunoblot marquee par 
un autre anticorps anti-pankeratine ; la ligne (1) correspond aux keratinocytes de 
poulet en culture ; la ligne (2) correspond & repiderme de poulet et la ligne (3) 

30 correspond a Pintestin de poulet ; les deux doublets (a et c) coincident avec les 
doublets correspondants dans Pepiderme de poulet ; 

la figure 6 montre que les keratinocytes de poulet forment des 
enveloppes cornifiees en culture ; les photographies sont prises en microscopie en 
contraste de phase ; (A) couche basale d'une colonie vivante de 15 jours, (B) la meme 

35 colonie prise sur un plan focal plus haut ; les contours sombres et la forme anguleuse 
indiquent une cornification, (C) apres traitement a 1 00°C dans une solution contenant 
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2% de sulfate de dodecyl sodique et 2% de 2-mercapto6thanol ; P6chelle correspond k 
50 |im ; 

la figure 7 illustre un marquage de la p63 par coloration 
immunofluorescence k Paide d'anticorps anti-p63 ; les fleches indiquent les cellules 

5 3T3 que Ton reconnait a leurs gros noyaux et leur h6t6rochromatine pro£minente ; 
elles ne sont pas marquees par Panticorps ; P^chelle correspond a 25 ^m ; 

la figure 8 montre des lipides peri- et intra-nucldaires ; ce sont 
des micrographies electroniques ; echelles de grossissement : 5000X pour A et B, 
6000X pour C et 4000X pom D ; 

10 la figure 9 montre la stratification dans les keratinocytes ; les. 

desmosomes (en A) et les filaments de kdratine (en B) ; ce sont des micrographies 
Electroniques ; Echelles de grossissement : 40000X pour A et 8000X pour B ; 

Example 1 : Multiplication des keratinocytes de poulet avec des 
cellules 3T3-J2 de support en presence de 10% de serum de poulet 

15 1.1 Introduction 

La croissance des fibroblastes de poulet n'est pas supprimee de 
fa?on efficace par la monocouche de cellules 3T3 et les cultures prEparEs a partir de 
peau de poulet a dpaisseur complete sont rapidement envahies par les fibroblastes. On 
a done s6par6 Pepiderme du derme par traitement a la thermolysine avant de proceder 

20 k la desagregation de Pepiderme. Initialement, le milieu avait 6t6 supplements avec du 
s£rum de veau foetal, mais ce s6rum ne permet pas la multiplication des keratinocytes 
de poulet. La substitution du s6rum de bovin par du serum de poulet permet le 
developpement de colonies de cellules. 

1.2 Materiel et Methodes 

25 1.2.1 Materiel biologique 

Des poussins nouveaux-nes (Gallus gallus) sont obtenus d'oeufs 
fertilises incubus pendant 20-21 jours a 37,8°C a taux humidite elev£. Pour preparer 
les cultures primaires de cellules epidermiques, les poussins nouveaux-nes sont 
anesthesias par injection intra-periton6ale de tribromodthanol. 

30 Cellules murines 3T3-J2 : L'origine de la lign£e 3T3 est dScrite dans 

Todaro, G., J. et a/., J.Cell Biol., 17, 299-313, 1963. Les cellules Swiss 3T3 d'origine 
obtenues de P ATCC (n°CCL92) sont inocutees a faible density dans des plaques de 96 
puits (a raison d'une cellule pour trois puits). Apres environ deux semaines de culture, 
certains puits contiennent des colonies cellulaires visibles. Ces cultures sont clonales 

35 car d£riv£es d'une seule cellule, chacune constitue done un sous clone de 3T3. Chaque 
colonie est transferee s£par£ment dans une boite de culture de 100mm de diam£tre. 
Lorsque le nombre de cellules est suffisant, les cellules sont d£tach£es par 
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trypsination. La moitte de chaque sous clone est congelSe dans F azote liquide ; Tautre 
moiti6 est trait^e k la mitomycine C ou aux rayons gamma. Des keratinocytes de 
poulet sont inocules sur chaque sous clone traits a des densit^s de 10 a 10 cellules 
par 1,5. 10 6 3T3 par boite de 100mm de diametre. Apres 7-14 jours de culture, les 
cellules sont fix6es et color6es a la rhodamine B. Le sous clone de 3T3, d6nomm6 
3T3-J2, sur lequel les colonies de keratinocytes les plus nombreuses et de plus grande 
taille sont obtenues est consider^ comme optimal ; il sera desormais utilise pour 
cultiver les keratinocytes de poulet. 

Keratinocytes epidermiques humains provenant de prepuce de 
nouveau-ne (prepares suivant la methode decrite dans Rheinwald et aL, Cell, 6, 331- 
343, 1975). 

1.2.2 Methodes 

Culture cellulaire fm6thode 1) : 

La peau des pattes ou du corps est pr^lev^e ; elle est lav6e plusieurs 
fois dans du tampon phosphate salin (PBS), puis P6piderme est s^pare du derme par 
traitement enzymatique avec 0,5 mg/ml de thermolysine (Sigma) dans une solution 
tamponn^e d'Hepes (HBS) soit pendant 45 minutes k 37°C ou toute la nuit a 4°C. 
L'epiderme est ensuite prelev6, eminc<5 et desagr^gd par incubation en presence de 
trypsine (0,25 %) et d'EDTA (0,02%) pendant deux fois 30 minutes a 37°C sous 
agitation dans un flacon de trypsination. La suspension cellulaire est centrifugee a 800 
g pendant 5 minutes. Le culot cellulaire est repris dans du milieu de culture et les 
cellules sont inoculees dans des boites de Petri recouvertes d'une monocouche de 
cellules murines 3T3 (2,3X1 0 4 cellules/cm 2 ) prdalablement traitees par de la 
mitomycine C (4 (ig/ml). Les boites sont ensuite plac^es dans un incubateur k 37°C 
sous 7,5% C02 et 100% d'humidite. Le milieu de culture est constitu6 par un melange 
1/1 DMEM/F12 (Invitrogen) supplements par 10% de serum de poulet (Invitrogen). 
Les additifs suivants sont dgalement presents dans le milieu: 0,4 fig/ml hydrocortisone 
(Calbiochem), 5 \xg/m\ d'insuline bovine (Sigma), 2xl0" 9 M de 3,3%5-triiodo-L- 
thyronine (T3, Sigma), 10' 10 M de toxine choierique (ICN), l^xlO" 4 M d'adenine 
(Calbiochem). Le facteur de croissance epidermique (EGF) humain recombinant est 
ajoute a une concentration de 10 ng/ml au premier changement de milieu. Dans 
certains cas, des colonies de fibroblastes se developpent malgre reiimination du 
derme, mais elles peuvent etre eiiminees en traitant brievement les cultures avec du 
PBS sans Ca++ et sans Mg++ ou avec de l'EDTA 0,02%; des cellules 3T3 de support 
nouvelles sont alors ajoutees et la culture continude. Les cultures primaires sont 
transferees 7 k 19 jours apr£s Tinoculation en fonction de la density d'inoculation. On 
obtient alors des cultures secondares. Les cellules sont congeiees apres le premier 
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passage dans du milieu contenant 10 % de dimethyl sulfoxide (DMSO). La 
congelation est faite a raison de l-3xl0 6 cellules/ml dans le milieu de culture decrit 
plus haut. Les cellules congelees peuvent 6tre gardees indefiniment dans 1'azote 
liquide. 

Les keratinocytes epidermiques humains sont mis en culture tel que 
d6crit pour les cellules de poulet, sauf que le serum de veau foetal est utilise a la place 
du serum de poulet. 

Culture cellulaire (mSthode 2) : Culture de keratinocytes de poulet a 
l'interface liquide/air 

Cette mSthode est inspiree de l'article J.Y.Yi et al., Arch. Dermatol. 
Res., 2001, 293, 356-362. Elle a pour but d'obtenir une differentiation terminale plus 
complete. Les cellules 3T3 traitees ou non a la mitomycine sont m&angees a une 
matrice de collagene de type I (3.10 5 cellules/ml) selon les instructions du foumisseur 
(Nitta gelatin, Tokyo), 200microlitres de cette mixture sont inocules sur des filtres de 
polycarbonate (Millicell-pc Millipore, Bedford, MA). Les keratinocytes sont inocules 
sur la matrice de collagene et cultive* immerges pendant 5-7jours dans le milieu de 
culture habituel (DMEM/F12 +serum de poulet + additifs). Le filtre est ensuite place a 
l'interface milieu/air et la culture est continued pendant 1 4 jours. 

Microscopi e en contraste de phase 
Coo!p U ix liS<§ Un miGrOSCOpe de marque Nikon 6 1 ui P 6 d,une ca meKi numerique Nikon 

Coloration des p; outtelettes Hpjdiques avec Oil Red O 
Les cellules inoculees sur des lamelles couvre-objet en verre sont 
fixees dans un PBS froid contenant 3,7% de formaldehyde pendant 15 minutes a 
temperature ambiante, puis incubees pendant une heure supplemental avec une 
solution de fixation nouvelle. Les lamelles couvre-objet en verre sont lavees a l'eau 
distillee et sechees a Pair. Les gouttelettes lipidiques sont colorees avec une solution 
contenant 0,3% de Oil Red O (Sigma) et 60% d'isopropanol pendant 1 heure. A la fin 
de l'incubation, les lamelles couvre-objet en verre sont lavees dans de l'eau distillee et 
incubees pendant 5 minutes dans du PBS contenant du reactif Hoechst 33258 (lug/ml) 
et 0,1% du produit commercialise par la societe" Sigma sous le nom commercial 
IGEPAL. Les lamelles couvre-objet en verre sont lavees une fois dans du 
PBS/IGEPAL, une fois dans de l'eau et montees sur lame dans du produit 
commercialise par la soci&6 Calbiochem sous le nom commercial MOWIOL 
contenant 2,5% de DABCO (1 ,4-diazobicyclo-(2.2.2)-octane). 
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13 Resultats 

Des cellules rondes attaches sur les cellules 3T3 sont visibles, apres 
quelques heures d'inoculation, mais les colonies qxii s'organisent clairement en un 
motif Epithelial typique deviennent visibles apres 5-6 jours d' inoculation, lorsque les 
cellules ont etabli un contact avec la matiEre plastique. Les colonies dEplacent la 
monocouche de cellules 3T3 autour d'elles comme le font les colonies formees par les 
kEratinocytes humains. Ce qui apparait comme le plus remarquable est que presque 
toutes les cellules contiennent une seule grosse gouttelette et quelques fois plusieurs 
petites, probablement composEes de lipides (Figures 1A et B). De par leur origine 
epidermique, leur capacite a former un Epithelium squameux stratifiE, et Etant donnE 
que les keratinocytes aviaires sont connus pour contenir des gouttelettes lipidiques, on 
en conclut que les colonies sont composees de keratinocytes. 

Les keratinocytes humains inoculEs a une densitE de 12,000 
cellules/cm 2 dans un milieu supplements par 10% de serum de poulet se multiplient 
aussi rapidement qu'ils le font dans le sErum de veau foetal. lis ne dEveloppent jamais 
de gouttelettes lipidiques meme aprEs 12 jours en presence de 10% de sErum de poulet 
(Figures 1C et D). On en conclut que la formation de gouttelettes lipidiques est une 
propriEtE intrinsEque des keratinocytes de poulet et n'est pas induite dans des 
keratinocytes d'autres especes par le sErum de poulet. 

La coloration des cellules fixees par le produit Oil Red-O, qui est 
spEcifique pour les lipides neutres montre que les gouttelettes rEfringentes contiennent 
des lipides neutres (Figure 2A) ; une contre-coloration avec le reactif Hoechst 33258 
met en evidence que la plupart des gouttelettes lipidiques des cellules sont 
pErinuclEaires (Figure 2B). 

Lors de 3 experiences indEpendantes, il a ete mis en Evidence 
qu'environ 500 colonies ont ete formees k partir de 5xl0 5 cellules epidermiques 
dEsagrEgEes. Ceci correspond a une efficacite de formation de colonies de 10' . 
L'efficacite d'ensemencement des kEratinocytes de poulet prEleves directement 
d'Epiderme est alors significativement inferieur a celui des keratinocytes humains, qui 
a ete rapporte etre de Tordre de 1 £ 10% mais est en general proche de 1%. 
Contrairement aux keratinocytes humains, qui atteignent des efficacitEs de formation 
de colonies trEs ElevEes lors des passages ultErieurs, TefficacitE d'ensemencement des 
kEratinocytes de poulet ne dEpasse jamais quelques pourcents. 

Le temps de doublement des kEratinocytes de poulet est mesurE dans 
la culture secondaire en comptant le nombre de cellules dans 15 colonies, toutes les 24 
heures, k partir du l er jour jusqu'au 4 6mc jour aprEs inoculation. Les kEratinocytes de 
poulet peuvent etre facilement distinguEes des cellules 3T3 avoisinantes Etant donne 
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qu'ils contiennent une goultelette lipidique solitaire. Lorsque les colonies en plus forte 
croissance sont consider£es, le temps de doublement de 16,8 heures est obtenu. Le 
temps de doublement dScroit au cours des passages ulterieurs et les keratinocytes de 
poulet ne peuvent pas etre mis en culture au del& de la 20* mc sous-culture. 

5 La taille des keratinocytes de poulet est mesur6e en introduisant une 

suspension de cellules dans un h6matocytom&tre, en photographiant les cellules et en 
mesurant leur diametre. Les keratinocytes ont un diametre typique de 10 pm, et sont 
done plus petits que les keratinocytes humains, dont le diametre le plus courant est de 
12 pm. Cette difference peut s'expliquer par le fait que la taille du g6nome de poulet 

10 est seulement un tiers de celui de Phomme (l,25pg versus 3,Spg/g£nome haploide). 
Les fibroblastes de poulet, avec un diametre typique de 12 pm, sont aussi plus petits 
que les fibroblastes humains dont le diametre le plus commun est de 1 5,6 pm. 

Exemple 2 : Role du serum de poulet dans le processus de 
multiplication des keratinocytes de poulet 

15 2 .1 Introduction 

Le serum de veau foetal ne permet pas la multiplication des 
keratinocytes de poulet, soit parce qu'il contient un inhibiteur de multiplication, soit 
parce qu'il est depourvu d'un facteur promouvant la croissance. 

De fa?on a discriminer entre ces alternatives, les keratinocytes de 

20 poulet sont cultiv6s pendant 10 jours soit en presence de 10% de serum de veau foetal 
supplement^ par des concentrations croissantes de s6rum de poulet, soit en presence 
de 10% de s6rum de poulet supplement^ par des concentrations croissantes de s£rum 
de veau foetal. A la fin de Inexperience, les cellules sont fixees et colorees avec de la 
rhodamine B 

25 2.2 Materiel et Methodes 

2.2.1 Materiel 

Le materiel biologique utilise est celui d^crit dans FExemple 1. 

2.2.2 Mtethodes 

Le protocole de culture cellulaire est utilise selon celui d6crit dans 

30 l'Exemplel. 

Coloration a la rhodamine B 

Les cultures sont lav6es deux fois avec du PBS et fixees dans du 
PBS contenant 10% de glutaraldehyde pendant 15 minutes a temperature ambiante. 
Les cellules sont alors colorees grSce a 1% de rhodamine B dans de Teau pendant 15 
35 minutes h temperature ambiante sous agitation douce. Les cultures sont lavdes dans de 
Peau et sont ensuite s^chees k l'air. 
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23 Resultats 

Dans la Figure 3, il apparait clairement que le serum de poulet 
permet la multiplication des keratinocytes et que cette faculty est fonction de la dose 
de serum de poulet, lorsqu'il est ajoute h 10% de serum de veau foetal. L'activite 
promotrice de croissance de 10% de serum de poulet n' est pas affectee par F addition 
de quantity croissantes de serum de veau foetal. On en conclut que le serum de poulet 
contient un facteur n£cessaire pour la multiplication des keratinocytes de poulet ; ce 
facteur etant absent du serum de veau foetal. 

Etant donne que les keratinocytes de poulet contiennent des lipides, 
on pouvait supposer que Factivite promotrice de croissance du serum de poulet est 
li6e a F absorption des lipides dans le serum. L'experience illustree par la figure 4A 
montre que le serum de poulet depourvu de lipides par Taction de solvants retient sa 
faculte de promouvoir la multiplication des keratinocytes de poulet. Par consequent, 
Factivit6 promotrice de croissance n'est pas due a un lipide. Les cellules qui se 
multiplient, en particulier autour des colonies, retiennent les lipides lorsqu'elles 
croissent dans du serum deiipide et sont done capables de synthetiser des lipides 
(Figure 4B). 

Exemple3: L es keratinocytes de poulet en culture synth£tisent 
des alpha-keratines 

3.1 Introduction 

Une des proprietes des cellules epidermiques est leur capacite & 
synthetiser des keratines en abondance. Les keratinocytes de poulet sont mis en 
culture sur des lamelles couvre-objet en verre pendant 2 jours et sont fixes. Les 
cellules sont alors incubees en presence d'un anticorps anti-a-pankeratine et 
examinees par microscopie par fluorescence indirecte. 

On a analyse les keratines des cellules epidermiques de poulet en 
culture par immunodetection de type Western-blot Les keratines sont extraites a partir 
de cultures confluentes ; separees par electrophone sur gel en une dimension ; 
transferees sur nitrocellulose et colorees & Faide d'un anticorps anti-a-pankeratine. 

3.1 Materiel et Methodes 

3. LI Materiel 

Le materiel biologique est celui decrit dans FExemple 1. 
3.2.1 Methodes 

Coloration par immunofluorescence indirecte 

Les cellules sont inocuiees sur des lamelles couvre-objet en verre. 
Le lendemain, les cellules sont lavees 2 fois dans du PBS, puis fixees dans un melange 
1 :1 d'acetone : methanol pendant 20 minutes k -20°C et sechees 4 Fair. Les lamelles 



couvre-objet en verre sont incub6es dans du PBS contenant 5% d'albumine serique 
bovine (BSA) pendant 10 minutes a temperature ambiante pour bloquer les sites non- 
specifiques. 

Pour la coloration de Ta-k6ratine, les cellules sont incubSes pendant 
5 1 heure k temperature ambiante dans 5% de BSA/PBS contenant un anticorps anti- 
pank6ratine monoclonal de souris (dilution de 1 :100, MS-744-A0, NeoMarkers), 
avant d'etre lavfes 3 fois pendant 5 minutes a chaque fois avec du PBS contenant 
0,1% du detergent non-ionique IGEPAL CA 630 (Sigma). Les cellules sont alors 
incub£es pendant 1 heure a temperature ambiante en presence de 5% de BSA/PBS 

10 contenant des IgG anti-souris de chevre liees a la biotine (dilution de 1 : 1 000,. 
Jackson ImmunoResearch). Les lamelles couvre-objet en verre sont lav£es et incubdes 
pendant 1 heure avec de la streptavidine liee a de la cyanine-3 (dilution de 1 : 1000). 
A la fin de 1'incubation, les lamelles couvre-objet en verre sont lav£es pendant 5 
minutes dans du PBS/IGEPAL avant d'etre incub6es pendant 5 minutes dans du PBS 

15 contenant du n§actif Hoechst 33258 (ltig/ml) et 0,1% de IGEPAL. Les lamelles 
couvre-objet en verre sont lav6es une fois dans du PBS/IGEPAL, une fois dans de 
Feau et montees sur lame dans du mowiol contenant 2,5% de l-4,diazobicyclo- 
(2.2.2)-octane (DABCO). 

Extraction des a-k^ratines et analyse par immunodetection 
20 . (Western blotting^ 

Les cultures confluentes sont lav6es 2 fois avec du PBS et broySes a 
Taide d'un homogeneisateur de type Dounce. Les cellules sont homog6n6isees apres 
20 rotations dans un tampon contenant 10 mM de Tris-HCl (pH 7,6), ImM EDTA et 
un m61ange d'inhibiteurs de protease. (Roche). L'homogenat est centrifuge k 8,000 g 

25 pendant 5 minutes a 4°C et le culot est lav<§ 2 fois avec du tampon Tris-EDTA et 2 
fois avec du tampon Tris-EDTA contenant 2% de Nonidet P40. Les k6ratines dans le 
dernier culot sont mises en suspension dans une solution contenant 2% de SDS et 
lOmM de dithiothr&tol a 37°c pendant 15 minutes avec l'aide d'un appareil k 
ultrasons(2xl5 secondes). Les 6chantiIlons sont alors chauffes k 100°C pendant 2 

30 minutes et centrifuges pendant 5 minutes k 8,000 g pour £liminer les residus 
insolubles. 

Les oc-keratines sont s<§par6es par eiectrophorese sur un gel de 8% 
polyacrylamide d^naturant (proportion en poids acrylamide : bisacrylamide de 29 :1) 
et 61ectroelu6es sur nitrocellulose. La membrane est trait^e toute la nuit k 4°C dans du 
35 PBS contenant 5% de lait lyophilis6 €cx6m€ et 0,1% de Tween 20 (PBST). Les alpha- 
k£ratines sont color^es avec un anticorps anti-pankeratine consistant en un melange de 
.2 anticorps monoclonaux, Tun 6tant dirig<§ contre les keratines de type I, et Tautre 
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etant dirige contre les keratines de type II (PR061835, Research Diagnostics Inc). 
L'anticorps est utilise h une dilution de 1 :500, et la membrane est lavde par du PBST 
avant d'etre incubee avec des IgG dilutes 1 :2000 anti-souris d'§ne conjugu6es a la 
peroxydase de raifort (Amersham). Les incubations d'anticorps durent 1 heure a 
temperature ambiante. Les bandes correspondant a la keratine sont visualisees par 
chimioluminescence (ECL+kit, Amersham). 
3.3 Resultats 

Tous les k£ratinocytes de poulet en culture sont fortement marques, 
mais les cellules 3T3 ne sont pas marquees (Figure 5A). Aucun marquage n'est 
observe lorsque l'anticorps specifique est omis. 

Les resultats issus d'immunodetection sont illustres dans la 
figure 5B. Les proteines colordes par l'anticorps sont separ£es en trois doublets 
majeurs (a-c), dont les poids moleculaires respectifs sont d'environ de 50, 57 et 63 
kD. Les doublets a et c sont egalement presents dans la peau de poulet, mais le doublet 
b ne Test pas. Le profil general des keratines extraites a partir d'intestin de poulet, un 
Epithelium non-k£ratinisant, ne coincide pas avec les cellules epidermiques, ni avec 
I'epiderme. Etant donn6 que les cellules en culture contiennent deux doublet de 
keratines dont les poids moleculaires coincident avec ceux des keratines 
epidermiques, la Demanderesse en conclut que les cellules en culture synthetisent des 
keratines epidermiques. Les deux keratines de poids moieculaire eieve (doublet c dans 
Figure 5B) sont particulierement pertinentes etant donne que les keratines a poids 
moieculaire eieve sont considers comme specifiques des couches externes des 
epithelium squameux stratifies. Quatre a-keratines sont davantage caracterisees (voir 
la suite) 

Exemple 4 : Les kiratinocytes de poulet forment des enveloppes 
cornifiees en culture 

4.1 Introduction 

Une des proprietes distinctives des keratinocytes epidermiques de 
mammifere est leur capacite k suivre le processus de differentiation terminate, dans 
lequel leur noyau est detruit et pendant lequel ils developpent une enveloppe cellulaire 
cornifiee qui est insoluble en presence de dodecyl sulfate de sodium et de 2- 
mercaptoethanol. 

4.2 Materiel et m£thodes 

Le materiel biologique et les methodes utilises dans cet exemple 
sont ceux decrits dans 1'Exemple 1 . 
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4.3 Rtsultats 

Lorsque Ton observe le centre des colonies de keratinocytes de 
poulet dont la taille exc£de plusieurs centaines de cellules on constate qu'ils 
contiennent presque toujours des cellules de grande taille qui recouvrent chacune 
5 plusieurs cellules basales (Figure 6A et B). Ces squames sont rapidement liber^s dans 
le milieu, elles contiennent toujours des gouttelettes refringentes, probablement 
comppsdes de lipides. Les squames .de poulet sont plus minces et sont environ deux 
fois plus grosses que les squames humaines (plus grande longueur de 100 jim versus 
50 \un) (Figure 6B). Lorsque les colonies epidermiques de poulet sont prelevees et 
10 plac^es dans une solution contenant 2% de SDS et 2% de 2-mercaptoethanol et. 
cbauftees jusqu'i 100°C, la plupart des cellules se dissolvent mais les enveloppes 
corniftees restent insolubles et gardent encore des gouttelettes lipidiques (Figure 6C). 
Une grande partie des enveloppes prepares directement k partir d'epiderme de poulet 
gardent egalement des lipides apres ebullition dans du SDS/2-mercaptoethanol. Ces 
15 lipides sont extractives avec du m6thanol/choroforme. 

Exemple 5 : Les keratinocytes de poulet contiennent la p63 
La proline p63, qui fait partie de la famille du gene codant pour la 
proteine p53, se trouve en abondance dans la couche basale de nombreux epitheliums. . :v 
Dans Pepiderme humain, p63 se trouve uniquement dans des cellules ayant un v 
20 potentiel de proliferation eieve. L'invalidation du gene codant pour p63 aboutit a une c 
absence de tout epithelium squameux stratifie et la p63 est consid^ree comme un >. v 
marqueur des cellules souches de keratinocytes. 

De fa9on k determiner si les keratinocytes de poulet contiennent la 
p63, les cellules en croissance rapide sont ensemenc£es sur des lamelles en verre et 
25 observes le lendemain par microscopie par immunofluorescence, en utilisant 
Fanticorps anti-p63 monoclonal 4A4. 

5.1 Materiel et M&hodes 
5.1.1 Materiel 

Le materiel biologique est decrit dans TExemple 1 . 
30 5.1.2 Methodes 

La culture cellulaire et la technique de coloration par 
immunofluorescence indirecte sont celles decrites respectivement dans les Exemple 1 
et3. 

Marquage de la p63 

35 Les cellules sont incubees toute la nuit k 4°C en presence d'un 

anticorps monoclonal anti- p63 humain 4A4, dilue a 1 : 500. Le reste du protocole est 
identique k celui utilise pour la coloration de la keratine sauf que T anticorps 
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secondare est utilisd a une dilution de 1 : 200. Les cellules sont photographies en 
utilisant un microscope a fluorescence Nikon E600 6quipe d'un appareil 
photographique digital Nikon. 

5,2 Resultats 

Toutes les cellules examinees presentent une forte coloration 
nucleaire pour p63. Au contraire, les cellules 3T3 ne presentent soit aucun marquage 
ou parfois un faible marquage cytoplasmique (Figure 7). 

Exemple 6 : Caracterisation des keratinocytes de poulet par 
microscopie electronique 

6.1 Materiel et Methodes 

On prepare des cultures monocouches de keratinocytes de poulet. 
Lorsque les cellules sont a 2/3 confluentes, les cellules 3T3 sont enlevdes a l'aide 
d'EDTA, et les keratinocytes sont transferes dans des petites boites de Petri en 
absence de cellules de support 3T3. Le lendemain, les cellules sont fixees et traitees 
pour etre observees par microscopie electronique. 

Microscopie electronique 

Les cellules sont lavees dans 0.1 M de cacodylate a pH 7,3, fixees 
pendant 90 minutes avec 5% de paraformaldehyde et 5% de glutarald£hyde dans 0.1 
M de cacodylate de sodium a pH 7,2 et observes par microscopie electronique 
classique. Des sections ultra-minces, colorees avec de Tacetate d'uranyle et du citrate 
de plomb, sont examinees a 80 kV a l'aide d'un microscope electronique Jeol JEM- 
1010 (JEOL Ltd, Tokyo, Japon). 

6.2 Resultats 

La figure 8 montre un ensemble de micrographies de cellules 
contenant des gouttelettes lipidiques. Deux micrographies (A et B) montrent une 
cellule typique avec une gouttelette lipidique p6rinucl£aire unique qui est enchass6e 
dans le noyau. Ainsi, la plupart des noyaux presentent une forme en croissant. Les 
deux autres photographies montrent une cellule avec de multiple petites gouttelettes 
lipidiques cytoplasmiques (C) et une autre cellule avec des gouttelettes lipidiques a 
Tinterieur du noyau (D) ; ces deux caracteristiques etant communement presentes. La 
figure 9 montre des caracteristiques cellulaires epidermiques typiques. La 
photographie (A) met en Evidence la presence de desmosomes. La photographie (B) 
montre une cellule basale et suprabasale ayant leur cytoplasme rempli par des 
tonofilaments (kSratine). 
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Bxemple 7 : Identification de prodnits de kSratinocvte 
specifiques par s6ouencage ajjfiatoirg 

7.1 Introduction 

Une banque d'ADNc est construite a partir de cultures de 
5 keratinocyte de poulet confluentes. La sequence nucteotidique de Textr^mite 5" issue 
de 163 clones aleatoires est determine avec Paide d'un s£quenceur automatique. Les 
banques de donnees GenBank et de prot&nes sont alors utilisees pour des recherches 
d'homologie avec les sequences d'ADNc. 

7.2 Materiel et Method es 

10 Construction de la banque d'ADNc et sequenpage de nucleotides 

L' ARN total est purifte a partir de keratinocytes de poulet en culture 
en utilisant le rSactif Tripure Isolation Reagent (Roche). Les ARN poly(A) + sont 
isoles sur cellulose oligo(dT) en utilisant le kit de purification pour ARNm 
Micropoly(A) Purist™(Ambion). Une banque d'ADNc est prepare a partir de l,7jig 

15 de ARN poly(A) + en utilisant le Superscript™ Plasmid System (Life Technologies). 
La synthese du premier brin est initiee a 1'aide d'une amorce contenant une sequence 
oligo(dT) suivie par un site Noil. Un adaptateur Sail est ajout6 a chaque extremite de 
PADNc apres la synthese du 2 nd brin. La digestion avec Noil g6nere un bout coh£sif a ' 
Pextr6mite 3\ tandis que le bout cohesif Sail reste a l'extremite 5'. Les ADNc sont . 

20 li6s au plasmide pSportl pr6alablement coupe avec Sail et Not}, et introduit par 
electroporation dans des bacteries E.Coli DH10B (Life Technologies) 
el ect rocomp£ten t es . 

Le sequen?age ateatoire de Pextrernite 5' des clones d > ADNc est 
realise en utilisant une amorce qui s'hybride au plasmide, en amont du site Sail. Pour 

25 etendre la sequence, les amorces internes spdcifiques sont utilisees : 

pour Pa-kera tine 5/6 : 

SEQ ID NO : 1 5 '-AGTGGATTCTATGG ACCTGC-3 ' , 
SEQ ID NO : 2 5'-AACTGAGCAGCTTGCTGGC-3\ 
SEQ ID NO : 3 5 7 -CAGTCCAGGTACGAAGAGC-3 ' 
30 SEQ ID NO : 4 5'-TAGGATCGGG ATATGGAAGC-3 9 ; 

pour Pa-k<§ratine 15: 

SEQ ID NO : 5 5'-GGCTTTGATGCTATCTGTGC-3', 
SEQ ID NO : 6 5 , -GTGGAGTCTGACATCAACG-3' 
SEQ ID NO : 7 5'-AGAACTGAGACGCACGATGC-3' ; 
35 pour la B-k6ratine K : 

SEQ ID NO : 8 5'-ACTAGGATGTTACTGCGTGG-3\ 
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Le s6quen9age est r6alise sur un appareil PCR GeneAmp 2400 
(Perkin-Elmer) en presence de did6oxynucl6otides fluorescents. Les conditions de 
PCR sont 30 cycles a 96°C pendant 30 secondes, 50°C pendant 15 secondes et 60°C 
pendant 4 minutes. L'electrophorfcse et la detection des pics de fluorescence sont 
5 mises en ceuvre sur un s£quenceur automatique (ABI PRISM 310 Genetic Analyzer). 
La sequence est d6termin<§e en utilisant le logiciel SeqEd vl.0.3. 
7.3 RSsuItats 

50 clones ne prdsentent aucune homologie avec les sequences des 
bases de donn6es. 15 clones presentent des homologies avec des prot&nes 
10 hypothetiques. 86 clones codent pour des proteines universelles ayant des fonctions 
connues. 12 clones codent pour des prolines connues pour participer a des fonctions 
specifiques des k&ratinocytes. La Demanderesse en conclut que dans les keratinocytes 
de poulet, environ 40% (65/163) des ARNm codent pour des prot&nes de fonction 
inconnue et qu'environ 12% (12/98) des ARNm sont specifiques de ce type de 
15 cellules. Au total 7 clones specifiques de keratinocytes codent pour des k^ratines 
(Tableau III). Les clones 6-8 codent pour la meme alpha-keratine, alors que les clones 
9-1 1 codent pour diff6rentes a-keratines et le clone 12 code pour une (3-keratine. La 
sequence entiere de nucleotides est determine pour les clones 6 et 9-12. 

Exemple 8 : Infection des keratinocytes de poulet en culture par 
20 le virus de la maladie de Marek (MDV) 

8.1 Materiel et MSthodes 

Les cellules infectdes, issues de cellules primaires de peau de poulets 
(essentiellement fibroblastes) ou lymphocytes sanguins infectes par MDV-l, sont 
ensemenc^es sur des keratinocytes de poulet en culture subconfluente et incub^es 

25 pendant 1 heure a 37°C. Apres l'adsorption, l'inoculum est pr61ev6 par aspiration et 
les mono-couches de keratinocytes de poulet sont lav^es 3 fois avec un tampon 
phosphate salin (PBS). Le milieu de culture cellulaire est ajoute et les cellules sont 
incubees pendant une semaine a 37°C. 

Les virions MDV completement envelopp6s sont Iib6r6s dans le 

30 milieu de culture cellulaire qui peut etre r6cup6r<§ et lyophilis£. Pour la lyophilisation, 
le milieu de culture cellulaire contenant les virions MDV est congete k -60°C, sech£ 
sous vide a 38°C pendant 24 heures, s€ch6 pendant 15 heures a 21°C, et stocks a 4°C 
sous vide. 

Les cultures de keratinocytes de poulet infect6s sont pr£lev6es dans 
35 du PBS, ou dans du PBS contenant 0,2% d'EDTA, ou dans une solution de 
stabilisation «SPGA» consistant en 2,18xlO" 1 M de saccharose, 7,2x1 0~ 3 M de 
phosphate de dipotassium, 3,8xl0" 3 M de phosphate de potassium, 4,9x1 0'^M de 
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glutamate de sodium, 1% de poudre d'albumine bovine, ou dans du SPGA contenant 
0,2% d'EDTA (SPGA-EDTA), ou dans du SPGA-EDTA avec 10% de sorbitol, ou 
dans un milieu de culture cellulaire avec 10% de sorbitol. Les suspensions cellulaires 
sont alors rompues par ultrasons pendant 2 minutes et centrifugees a 2000g pendant 
20 minutes et les surnageants sont recuper^s en tant que preparations virales 
dSpourvues de cellules. Les virus sont extraits des k^ratinocytes infect<§s par 3 cycles 
de cong61ation/d6cong61ation, et les fluides de surnageant sont r6cuperes. Les virus 
d^pourvus de cellules peuvent etre lyophilises comme decrit ci-dessus. 
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REVENDICATIONS 

1°) Milieu de culture, caracterise en ce qu'il comprend du s6rum de 
poulet et un support de culture comprenant des fibroblast es inactives. 

2°) Milieu de culture selon la revendication 1, caracterise en ce que 
la proportion en poids de serum de poulet par rapport au poids total du milieu de 
culture est comprise entre 0,5 et 50%. 

3°) Milieu de culture selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que les fibroblastes sont des cellules 3T3 de la lignee 
cellulaire enregistree dans la collection ATCC sous le numero CCL92. 

4°) Milieu de culture selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que les fibroblastes sont des cellules issues des cellules 
3T3 de la lignee cellulaire enregistree dans la collection ATCC sous le numero 
CCL92 par un procede comportant les Stapes d'inoculation dans des puits, de culture, 
transfert, culture, detachement par trypsination, congelation de la moitie de chaque 
sous clone, traitement de Tautre moitie a la mitomycine C ou aux rayons gamma, 
incubation de keratinocytes de poulet sur chaque sous clone traite, culture, fixation et 
coloration a la rhodamine B, selection du sous clone sur lequel les colonies de 
keratinocytes les plus nombreuses et de plus grande taille sont obtenues. 

5°) Milieu de culture selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que les fibroblastes ont 6te inactiv6es par un traitement 
antimitotique selectionne parmi un traitement par la mitomycine C ou une irradiation 
aux rayons gamma. 

6°) Milieu de culture selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce qu'il comporte en outre un ou plusieurs des constituants 
suivants : les sels inorganiques, les vitamines, les hormones et les facteurs de 
croissance. 

7°) Milieu de culture selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce quMl comporte en outre un ou plusieurs des constituants 
suivants : les sels inorganiques, les acides amines, les vitamines, les acides gras, le 
glucose, un tampon, du rouge de phenol, de TEGF (facteur de croissance 
epidermique), du T 3 , de 1 hydrocortisone, de 1'insuline, de la toxine choterique, de la 
transferrine, de P adenine. 

8°) Culture cellulaire caracterisde en ce qu'elle comporte un milieu 
de culture selon Tune quelconque des revendications precedentes et des keratinocytes. 

9°) Culture cellulaire selon la revendication 8, caract6risee en ce que 
les keratinocytes sont des keratinocytes aviaires. 



leyut* it* ^ 1/ i i/uo 



22 

REVENDICATIONS 

1°) Milieu de culture, caracterise en ce qu'il comprend du serum de 
poulet et un support de culture comprenant des fibroblastes inactives. 
5 2°) Milieu de culture selon la revendicatioh 1, caracterise en ce que 

la proportion en poids de serum de poulet par rapport au poids total du milieu de 
culture est comprise entre 0,5 et 50%. 

3°) Milieu de culture selon Tune quelconque des revendications 
prScedentes, caracterise en ce que les fibroblastes sont des cellules 3T3 de la lign6e 

1 0 cellulaire enregistr6e dans la collection ATCC sous le num<§ro CCL92 . 

4°) Milieu de culture selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que les fibroblastes sont des cellules issues des cellules 
3T3 de la lign6e cellulaire enregistree dans la collection ATCC sous le numSro 
CCL92 par un procede comportant les Stapes d'inoculation dans des puits, de culture, 

15 transfert, culture, detachement par trypsination, congelation de la moitie de chaque 
sous clone, traitement de P autre , moitie a la mitomycine C ou aux rayons gamma 
incubation de keratinocytes de poulet sur chaque sous clone traite, culture, fixation et 
coloration h la rhodamine B, selection du sous clone sur lequel les colonies de 
keratinocytes les plus nombreuses et de plus grande taille sont obtenues. 

20 5°) Milieu de culture selon Pune quelconque des revendications 

precedentes, caracterise en ce que les fibroblastes ont et6 inactivees par un traitement 
antimitotique selectionn<§ parmi un traitement par la mitomycine C ou une irradiation 
aux rayons gamma. 

6°) Milieu de culture selon Pune quelconque des revendications 

25 pr£c6dentes, caracterise en ce qu'il comporte en outre un ou plusieurs des constituants 
suivants : les sels inorganiques, les vitamines, les hormones et les facteurs de 
croissance. 

7°) Milieu de culture selon Pune quelconque des revendications 
pr6cedentes, caracterise en ce qu'il comporte en outre un ou plusieurs des constituants 
30 suivants : les sels inorganiques, les acides amines, les vitamines, les acides gras, le 
glucose, un tampon, du rouge de phenol, de PEGF (facteur de croissance 
epidermique), du T 3 , de Phydrocortisone, de Pinsuline, de la toxine choierique, de la 
transferrine, de Padenine. 

8°) Culture de keratinocytes caracterisee en ce qu'elle comporte un 
35 milieu de culture selon Pune quelconque des revendications precedentes. 

9°) Culture de keratinocytes scion la revendication 8, caracterisee en 
ce.que les keratinocytes sont des keratinocytes aviaires. 
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10°) Culture cellulaire selon la revendication 9, caracterisee en ce 
que les keratinocytes sont des keratinocytes de poulet. 

11°) Procede de culture de cellules epidermiques ou keratinocytes, 
ledit procede comprenant les etapes consistant a : 
5 (0 preparer une suspension de keratinocytes ; 

(ii) inoculer lesdites cellules dans un milieu de culture selon 
Tune quelconque des revendications 1 a 7 ; 

(iii) incuber lesdites cellules dans ce milieu de culture. 

12°) Procede de culture selon la revendication 11, caracterise en ce 
10 qu'a Tissue de 1'etape (iii) les cellules issues de la culture sont recupentes et on leur 
applique un nouveau cycle de culture suivant les etapes (ii) et (iii) du procede selon la 
revendication 1 1 . 

13°) Procede de culture selon la revendication 12, caracterise en ce 
qu'il comporte au plus 30 cycles de culture cellulaire. 
15 14°) Procede de propagation d'un virus in vitro, ledit procede 

comprenant les etapes consistant a : 

(i) infecter des keratinocytes avec la souche du virus ; 

(ii) mettre en culture les keratinocytes infectes suivant le procede 
des revendications 1 1 a 13 ; 

20 (iii) extraire les virions produits a P6tape (ii). 

15°) Procede selon la revendication 14, caracterise en ce qu'il 
comprend en outre une etape de lyophilisation des virions. 

16°) Procede selon la revendication 14 ou la revendication 15, 
caracterise en ce que les keratinocytes sont des cellules d'dpiderme de poulet. 
25 17°) Virion a ADN enveloppe vivant att6nu6, caracterise en ce qu'il 

est susceptible d'etre obtenu par un procede selon Tune quelconque des 
revendications 14 a 16. 

18°) Virion selon la revendication 17, caracterise en ce qu'il est 
obtenu a partir d'un virus choisi parmi le MDV, le FPV et le HPV. 
30* 19°) Vaccin attenud vivant, caracterise en ce qu'il comporte au 

moins un virion selon l'une quelconque des revendication 17 a 18 et un support de 
vaccin. 

20°) Vaccin selon la revendication 19, caracterise en ce qu'il est 
sous forme d'un kit, comprenant d'une part le virion lyophilise, d' autre part le support 
35 de vaccination, chacun etant conditionne dans un compartiment separe. 
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10°) Culture de keratinocytes selon la revendication 9, caract6ris6e 
en ce que les keratinocytes sont des keratinocytes de poulet. 

11°) Precede de culture de cellules 6pidermiques ou keratinocytes, 
ledit precede comprenant les Stapes consistant h : 

(i) preparer une suspension de keratinocytes ; 

(ii) inoculer lesdites cellules dans un milieu de culture selon 
Tune quelconque des revendications 1 a 7 ; 

(iii) incuber lesdites cellules dans ce milieu de culture. 

12°) Precede de culture selon la revendication 11, caracterise en ce 
qu'a Tissue de Tetape (iii) les cellules issues de la culture sont r£cup6r£es et on leur 
applique un nouveau cycle de culture suivant les etapes (ii) et (iii) du precede selon la 
revendication 11. 

13°) Precede de culture selon la revendication 12, caracterise en' ce 
qu'il comporte au plus 30 cycles de culture cellulaire. 

14°) Precede de propagation d'un virus in vitro, ledit precede 
comprenant les etapes consistant k : 

(i) irifecter des keratinocytes avec la souche du virus ; 

(ii) mettre en culture les keratinocytes infectes suivant le precede' 
des revendications 11^13; 

(iii) • extraire les virions produits a 1'etape (ii). 

15°) Precede selon la revendication 14, caracterise en ce qu'il 
comprend en outre une etape de lyophilisation des virions. 

16°) Precede selon la revendication 14 ou la revendication 15, 
caracterise en ce que les keratinocytes sont des cellules d'epiderme de poulet. 

1 7°) Virion h ADN enveloppe vivant attenue, caracterise en ce qu'il 
est susceptible d'etre obtenu par un precede selon l'une quelconque des 
revendications 14 a 16. 

18°) Virion selon la revendication 17, caracterise en ce qu'il est 
obtenu a partir d'un virus choisi parmi le MDV, le FPV et le HPV. 

19°) Vaccin attenue vivant, caracterise en ce qu'il comporte au 
moins un virion selon l'une quelconque des revendication 17 k 18 et un support de 
vaccin. 

20°) Vaccin selon la revendication 19, caracterise en ce qu'il est 
sous forme d'un kit, comprenant d'une part le virion lyophilise, d'autre part le support 
de vaccination, chacun etant condition^ dans un compartiment separe. 
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21°) Vaccin selon la revendication 19 ou la revendication 20, 
caracterise en ce qu'il est destind a une administration par injection, par voie orale, par 
voie in ovo ou par voie respiratoire. 

22°) Utilisation d'un virion selon l'une quelconque des 
revendications 17 a 18 pour la preparation d'un medicament destine a la prevention ou 
au traitement de la maladie de Marek. 
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21°) Vaccin selon la revendication 19 ou la revendication 20, 
caract£ris£ en ce qu'il est destine a une administration par injection, par voie orale, par 
voie in ovo ou par voie respiratoire. 

22°) Utilisation d'un virion selon Tune quelconque des 
revendications 17. a 18 pour la preparation d'un medicament destine k la prevention ou 
au traitement de la maladie de Marek. 
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644sll0.ST25.txt 
SEQUENCE LISTING 



<110> CENTRE NATIONAL DE LA RECHERCHE SCIENTIFIQUE 

<120> NOUVEAU PROCEDE DE CULTURE DE KERATINOCYTES ET SES APPLICATIONS 

<130> VCSt5F644/110FR 

<160> 8 

<170> Patentln version 3.1 

<210> 1 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Amorce PCR 

<400> 1 

agtggattct atggacctgc 20 

<210> 2 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Amorce PCR 

<400> 2 

aactgagcag cttgctggc ig 

<210> 3 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Arti f i ci al sequence 

Page 1 
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<220> 

<223> Amorce PCR 
<400> 3 

cagtccaggt acgaagagc 

<210> 4 
<211> 20 
<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Amorce PCR 
<400> 4 

taggatcggg atatggaagc 

<210> 5 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Amorce PCR 

<400> 5 

ggctttgatg ctatctgtgc 

<210> 6 

<211> 19 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Amorce PCR 
<400> 6 

gtggagtctg acatcaacg 

<210> 7 
<211> 20 

Page 2 
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<212> DNA 

<213> Artificial sequence 



<220> 

<223> Amorce PCR 
<400> 7 

agaactgaga cgcacgatgc 

<210> 8 

<211> 20 

<212> DNA 

<213> Artificial sequence 
<220> 

<223> Amorce PCR 

<400> 8 

actaggatgt tactgcgtgg 
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